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LA FRUCTOKINASE DU FOIE 

par 

H. G. HERS* 

Laboratoire de Chimie Physiologique, Universit~ de 
Louvain ( Belgique) 

Plusieurs t r avaux  r6cents ont  6tabli  que la phosphorylat ion du fructose aux d6pens 
de l 'ATP** dans les extrai ts  h6patiques est l 'oeuvre d ' un  enzyme inact i f  sur le glucosO, 2 
et les autres aldohexoses, mais  capable de phosphoryler les c6tohexoses: fructose, 
sorbose, tagatose (LEUTHARDT ET TESTAS,4). Le produi t  de la r6action semble 6tre le 
f ructose-I -phosphatO,  8,4. 

D 'au t re  par t  HERS, BERTHET, BERTHET ET DE DUVE 5 ont  montr6  que la p lupar t  
des phosphatases peuven t  ~tre 6cart6es des homog6n6isats de foie, en m~me temps que 
les organites intracellulaires,  par  une  centr i fugat ion prolong6e ~ haute  vitesse; le l iquide 
su rnagean t  phosphoryle le fructose et le glucose aux d6pens de I 'ATP et l 'absence de 
phosphatases rend la r6action tr~s r6guli~re. L '6 l iminat ion  des 616ments part iculaires 
peut  6galement se faire par  agglu t ina t ion  k p a  5, suivie de centr i fugat ion ~ basse vitesse ; 
les extrai ts  obtenus  de la sorte phosphorylent  encore le fructose mais non  le glucose. 
D 'une  fa~on g6n6rale, l 'act ivi t6 glucokinasique des extrai ts  de foie est tr~s labile. La 
fructokinase par  contre a pu  ~tre par t ie l lement  purifi6e selon une  m6thode qui sera 
d6crite ici. Nous avons 6tudi6 les diverses propri6t~s de l ' enzyme purifi6 et isol~ le 

produi t  de la r6action. 

T E C H N I Q U E  E X P E R I M E N T A L E  

Les mesures d'activit6 fructokinasique sont r6alis6es A 38 ° et A PH 7.5 dans un volume total 
de L6 ml contenant i mg d'hexose, Io /~M d'ATP, IO/~M de MgCI~ et de l'ac6tate de K+ M, ce 
dernier 6tant n6cessaire pour une activit6 optima. Les modifications 6ventuelles sont indiqu6es dans 
le texte. Au cours de la purification de la fructokinase, tousles essais enzymatiques sont r6alis6s en 
pr6sence de NaF o.o5 6 M; il importe dans ce cas d'ajouter I'ATP au m61ange avant le magn6sium. 
Lorsque l'ac6tate M est omis, nous utilisons soit un tampon au cacodylate de sodium s, soit un m61ange 
en quantit6s 6quivalentes d'ac6tate de sodium, de cacodylate de sodium et de borax, amen6 au PH 
d6sir6 par addition d'HC1 (Tampon ABC~). I1 a 6t6 v6rifi6 que ces tampons n'exercent aucune inhi- 
bition sur l'enzyme. 

La quantit6 d'hexoses-phosphates form6s est mesur6e par diff6rence entre les hexoses libres 
pr6sents au d6but et A la fin de la r6action, les hexoses-phosphates 6tant adsorb6s en m~me temps 
que les prot~ines par un m61ange en quantit6s 6quivalentes de Ba (OH)2 et de ZnSO 4, selon WEXCHSEL- 
BAUM ET SOMOGYI s. 

* Charg6 de recherche FNRS 
* * Adenosine triphosphate 
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U n  cer ta in  n o m b r e  de mesu res  on t  ~t6 fai tes  avec l ' appare i l  de W a r b u r g  pa r  la  t e chn ique  m a n o -  
m6 t r ique  de COLOWlCK :ST KALCKAR a en pr6sence de N a H C O  a z.  IO -z M,  la phase  gazeuse c o n t e n a n t  
95% de N z et  5% de CO 2. L ' ac6 t a t e  de K + 6ta i t  alors remplac~ pa r  du KC1. 

Nous  avons  ut i l i s6  le D-glucose, le D-mannose  e t  le L-sorbose (HOFFMAN-LARoCH:S), le D-fructos~ 
(PFANSTIEHL), et  le D-galactose (RIED:SL :ST DE HAEN). Le f ruc tose -6 -phospha te  a ~t~ pr~par~ ~ pa r t i r  
de  f ruc tose -d iphospha te  commerc ia l  (SCHWARTZ) selon la m~thode  d6cri te  pa r  N:SUB:SRG, LUSTIG :ST 
ROTH:SNB:SRG10; I ' A T P  a 6t6 pr6par6 ~ pa r t i r  de musc le  de l ap in  selon DOUNCE, ROTHST:SIN, B:SYER, 
MEIER :ST FREER 11. 

Les  c6toses son t  dos6s pa r  la  t e chn ique  d6cri te pa r  ROE, EPSTEIN :ST NORMAN pour  l ' inulinelZ; 
les a ldoses  pa r  la  m6 thode  de NELsoNla; le phosphore  ino rgan ique  pa r  la m * t h o d e  de FISKE :ST 
SUBBAROw14; le phosphore  to ta l  selon LEPAGE15; l ' azote  to ta l  par  la  m~thode  de KJ:SLDAHL. 

Tous  les f r a c t i o n n e m e n t s  de prot6 ines  son t  r6alisMs en  c h a m b r e  froide ( +  2°). Le su l fa te  a m -  
mon ique  es t  a jou t6  sous  forme d ' u n e  solut ion qui  es t  sa tur~e  A cet te  t emp6ra tu re .  Le PH des e x t r a i t s  
es t  mesur6  ~ l '61ectrode de verre. La  s6para t ion  des  f rac t ions  d a n s  le su l fa te  a m m o n i q u e  se fair  pa r  
cen t r i fuga t ion ,  I ~ 2 heures  apr~s add i t i on  du  sel neut re .  T ou t e s  les f rac t ions  son t  dialys6es,  d ' abo rd  
cont re  N a H C O  s o .04% p e n d a n t  au  moins  12 heures ,  pu t s  cont re  de l ' eau  distill6e. 

R~SULTATS 

I. Purification de la /ructokinase de/oie de boeu/ 

I. I kg de foie de boeuf est homog6n6is6 au Waring Blendor dans 3 volumes d'eau 
distill6e froide. L'homog6n6isat maintenu k o ° C, est port6 k Pu 4.5 (Io ~ 2o ml d'HC1 
5 N sont n6cessaires pour cette op6ration) et ramen6 aussitSt k PH 5.5 avec NaOH 2.5 N. 
Le volumineux pr6cipit6 est 61imin6 par centrifugation; il contient la totalit6 des com- 
posants particulaires qui sont irr6versiblement agglutin6s k partir de PH 5.5 et une 
grande quantit6 de prot6ines qui, d6naturdes k p• 4.5 sont insolubilis6es k PH 5.5. 

2. Le liquide clair recueilli apr~s centrifugation est port~ k Pu 7-5 et fractionn6 all 
sulfate ammonique. La fraction qui pr6cipite entre 4 ° e t  6o % de saturation est recueillie, 
suspendue dans un minimum d'eau et dialys6e. 

3. La pr6paration dialys6e est port6e successivement ~ PH 6.5, 5.7 et 5.2. Les pr6- 
cipit6s iso61ectriques qui se forment dans ces conditions sont 6cart6s par centrifugation. 

L'ensemble des op6rations r6alis~es jusqu'ici ne provoque aucune d6naturation de 
la fructokinase, les pertes 6tant uniquement dues au grand volume des pr6cipit6s qui 
sont 6cart6s. 

4- La purification ult6rieure est r6alis6e par deux fractionnements au sulfate am- 
monique, Pun ~ PH 4 .6 (tampon ac6tate o.I M) entre 35 et 5o% de saturation, l 'autre 

PH 6.5 (tampon cacodylate o.I M) entre 42 et 55% de saturation. 
Le traitement ~ PI~ 4-6 est r6alis6 en un minimum de temps; les centrifugations sont 

faites aussitSt apr~s l 'addition de sulfate ammonique. Le pr~cipit6 est redissous dans 
une solution dilu6e de bicarbonate de fa~on k ramener le PH a des valeurs comprises 
entre 6 et 7. Malgr6 ces pr6cautions, on perd facilement 4o ~ 5o% de l 'enzyme an cours 
de cette 6tape. 

Le Tableau I donne les r6sultats d'un fractionnement r6alis6 de la sorte. L'activit6 
de l'homog6n6isat initial ne peut ~tre connue avec pr6cision ~ cause de la pr6sence de 
phosphatases et est suppos6e 6gale ~ celle d'une pr6paration d6barrass6e de composants 
particulaires par une centrifugation k 2o,ooo × g pendant 9 ° minutes. L'activit6 de 
chaque fraction a 6t6 mesnr6e apr~s ulxe dilution teUe que toutes les activit6s soient 
approximativement 6gales. 

Saul indication contraire, toutes les exp6riences d6crites plus loin ont 6t6 r6alis6es 
avec une pr6paration ayant subi toutes les 6tapes d6crites ci-dessus. 
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T A B L E A U  I 

P U R I F I C A T I O N  D E  L A  F R U C T O K I N A S E  D E  F O I E  D E  B O E U F  

Pr6pa ra t ion  
m g  d ' azo te  

pa r  ml  

/tg de f ructose  est6rifi6 en  2o min  

par  I ml  pa r  I m g  d ' azo te  

Homog4n4 i sa t  7.3 486 66.5 

Apr6s cen t r i fuga t ion  ~t PH 5.5 2.14 518 242 

Apr6s (NH4).,SO 4 A PH 7.5 5 .8 416° 72o 

Apr6s (NH4)2SO 4 ~'t PH 4 .6 5.25 6660 127o 

Apr6s (NH4)2SO a ~ PH 6.5 4.55 6750 1485 

2. Sp~cificit~ de l'enzyme 

La distinction entre la fructokinase et la glucokinase de foie peut 4tre r6alis6e 
facilement avec des pr6parations non purifi6es grace fl la sensibilit6 inverse des deux 
activit6s envers l 'ion K+. Ainsi que nous l 'exposerons en d6tail plus loin, la fructokinase 
est fortement activ6e par le chlorure ou l 'ac6tate de potassium molaire; invers6ment la 
glucokinase est inhib6e dans les m4mes conditions. 

T A B L E A U  II  

S E N S I B I L I T ~ S  I N V E R S E S  D E  LA F R U C T O K I N A S E  

E T  D E  LA G L U C O K I N A S E  V I S - A - V I S  D E  K C 1  M O L A I R E  

Hexose  pr6sent  # g  d 'hexose  est6rifi6 en  35 m i n u t e s  

s ans  KC1 + I(Cl 

Glucose 2I 5 3 ° 
F ruc tose  2 IO 622 

Homog6n6i sa t  de foie de cobaye,  centr i fug6 90 mi n  g 20,000 X g. D6can t a t  d ia lys6 12 h. F luorure  
pr6sent .  

Tant  en l 'absence qu'en pr6sence de K+ M, la fructokinase purifi6e est totalement 
inactive vis-a-vis du glucose, du mannose et du galactose et elle n 'est  pas inhib6e par 
ces sucres lorsqu'on les ajoute fl concentration double de celle du fructose. L'activit6 
vis-a-vis du fructose-6-phosphate, mesur6e manom6triquement, est 6galement nulle. 

Le sorbose par contre est phosphoryl6 fl peu pr6s fl la m4me vitesse que le fructose 
et cette phosphorylation est activ6e par KC1 M. 

Utilisant la m6thode manom6trique, nous avons constat6 de plus que des modifi- 
cations de la concentration en fructose entre lO -8 et 2. lO -2 M n'influencent pas la vitesse 
initiale de la r6action, aussi bien en pr6sence qu'en l 'absence de chlorure de potassium 
molaire. L'affinit6 de l 'enzyme pour le fructose est donc tr6s grande et la constante de 
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MICI~AELIS est trop petite pour 8tre d6termin6e avec la technique que nous utilisons; 
elle est certainement inf6rieure ~ 5" lO-4 M. 

TABLEAU III  

ACTIVIT]~ DE; 2 PREPARATIONS DI~ FRUCTOKINAGE P U R I F I ~ E  SUR LE SORBOSE 

Hexose pr6sent 

Fructose 
Sorbo,';e 

Fructose 
Sorbose 

/*g d'hexose estdrifi6 en 30 min 

sans KC1 

14o 
14o 

16o 
15o 

+ KC1 M 

453 
336 

432 
305 

3. Effet du Pn 

Comme le montre la Fig. I, des modifications de P~i allant de 5.5 k 7.8 n'influencent 
pas l'activit6 de la fructokinase. I1 convient de noter que cette zone correspond ~ la zone 
de stabilit6 maxima du ferment. 

,¢ 

o 

~- 2 00 

foo 

e m o t e  • u •  m • 

\ .  

Fig. I. Influence 6u PH sur l 'activit6 de la fructokinase. Tampon ABC 4'1o-3 M + ac6tate de 
potassium 3.75" IO-1 M, ajust6 avec HC1 

4. E ffet du fluorure 

L'effet du fluorure est tr~s different selon l'ordre dans lequel on m61ange les r6actifs. 
I1 ne provoque aueune inhibition et est plut6t 16g~rement activateur lorsqu'on r6alise 
le m6lange NaF-MgCL a en pr6sence d 'ATP; par contre, si I 'ATP est ajout6 apr~s que ce 
m61ange a 6t6 r6alis6, il se produit une inhibition d'au moins 5 ° %, tant  de la fructokinase 
que de la glucokinase du foie. Cette inhibition est vraisemblablement due ~ l'insolubili- 
sation de MgF2, tandis qu'en pr6sence d 'ATP il se formerait un ion eomplexe ATP-  
Mg-F. Ce eomplexe est peu soluble et forme un pr6cipit6 floconneux qui se redissout 
lorsque le volume du m61ange est compl6t& 
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5. E ffet des ions magnesium et potassium 

La fructokinase h6patique est inactive en l 'absence d'ions Mg ++ ou Mn++. Elle est 
de plus fortement activ6e par l'ion K +. La Fig. 2 montre l 'augmentation d'activit6, tant  
de la fructokinase purifi6e que d'une pr6paration brute, en pr6sence de doses croissantes 
de chlorure ou d'ac6tate de potassium; dans les deux cas l 'activit6 optima est atteinte 
en pr6sence de K ÷ M. 

!•600 Q 

o 500 

4OO 

. /  
300 ~ 

• • N a  + 

200' / 

• @No + 
10( I~,,. ~ ~ "~* 

o'.5 ; ,'.5 J ~/, 

Fig. 2. Activat ion de la fructokinase par  des doses eroissantes d' ions K+ ou Na +. Trai t  plein : fructo.  
kinase purifi6e + ac&ate de Na +, K + ou NH4+. Trai t  in te r rompu : foie de lapin, centrifug6 /k hau te  

vitesse, dialys6, + chlorure de Na + ou K +, fluorure pr6sent 

Le degr6 d'activation par une telle dose de K ÷ est le plus souvent de 3 ~ 4 fois. 
L'effet de Na ÷ est beaucoup moins important.  L'ion NH4+ , activateur ~ faible concen- 
tration, devient rapidement inhibiteur. 

6. Etude du produit de la r~action 

Au cours de la r6action fructokinasique on ne constate gu~re de diminution ap- 
pr6ciable du phosphore acido-labile pr6sent; l 'ester phosphorique form6 est donc aussi 
rapidement hydrolys6 en milieu acide que I 'ATP et n 'est  ni du fructose-6-phosphate ni 
du fructose i-6-diphosphate. 

Cet ester est soluble dans l 'eau en pr6sence d'ions Ca ++, Ba ++ et Hg++; le sel de 
plomb pr6cipite mais cette propri6t6 est de peu d'utilit6 pour l 'isolement de l 'ester car 
elle est commune ~ I 'ATP et ~ I 'ADP dont il doit &re s6par6 et le fructose non est&ifi6 
lui-m6me est entrain6 par adsorption. Le sel de baryum peut  gtre pr6cipit6 par addition 
de deux volumes d'alcool m&hylique; cette pr6cipitation se fait le mieux 5. chaud et 
en pr6sence d'un 16get exc~s de bary-um. 

Ces propri6t6s ont 6f6 mises ~ profit pour isoler le produit de la r6action: Apr~s 
incubation de l 'enzyme purifi6 avec des quantit6s suffisantes de substrats, la r6action 
est termin6e par addition d'ac6tate mercurique (solution h 2o% dans l'acide ac6tiqne 
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0.3 N) et de ehlorure de magn6sium* en quantit6 suffisante pour que la pr6cipitation 
des nucl~otides soit coanpl~te. Ceux-ci sont 61imin6s par centrifugation, le liquide 
surnageant est alcalinis6 avec KOH 5 N e t  les oxydes de merci/re sont 6cart6s. La 
solution est additionn6e de deux volumes d'alcool m6thylique et recentrifng6e. On 
ajoute ensuite la quantit6 minima d'ac6tate de baryum pour obtenir la pr6cipitation 
de l'ester. 

Les r6sultats de l'analyse de deux pr6parations de fructose-phosphate sont repr6- 
sent6s all Tableau IV et compar6s aux valeurs publi6es par TANKO ET ROBISON 16 pour 
le fructose-I-phosphate. 

T A B L E A U  IV 

E T U D E  D U  P R O D U I T  D E  L A  R I ~ A C T I O N  F R U C T O K I N A S I Q U E  

Fructose-1- 

Pr6parat ion I Pr6parat ion I I  phosphate  selon 
T A N K O  E T  

R O B I S O N  16 

Rapport Fructose /Phosphore  ( M / M )  I i 1 

Valeur de [ructose (RoE et al.) 84 91 
(en % du fructose total) (NELSON) 67.6 - -  

Hydrolyse acide 
dans  HC1 N ~ IOO ° 
en % du P total  

Hydrolyse alcaline 
dans  r6actif A 
de NELSON 5- 1OO ° 
en % du P total  

Pouvoir rotatoire spdcilique 
(acide libre) 

Temps  en 
minutes  

5 
l O  

15 
25 
4 ° 

Temps  en 
minutes  

7 
2 0  

5 o 

77 
88.6 
99 

l O O  

5 o 

93 

[ a ] ~  ~ = -44.4 
(C = 1,4% ) 

46.5 
75 
88.2 
99-5 

I 0 0  

[a]~ 7° = -45 
(C = 1.87% ) 

55.7 
80. 7 
88.8 
98.5 . 

I O O  

F -c20 ° 
L (t J546x ~ - 6 4 . 2  

(C = 11.3°/o ) 

Le produit de phosphorylation du sorbose a 6t6 isol6 d'une mani~re analogue et son 
hydrolyse en milieu acide a 6t6 6tudi6e (Tableau V). 

T A B L E A U  V 

H Y D R O I , Y S E  A C I D E  D U  P R O D U I T  D E  P H O S P H O R Y L A T I O N  D U  S O R B O S E  

I Minutes dans HC1 N ~ IOO ° 5 io 15 25 4 ° 

P hydrolys6 en % du P total  54.5 76.5 85-I ioo IOO 

* L ' A T P  et I 'ADP sont  solnbles dans l 'eau en pr6senee d ' ions mercuriques;  ils ne pr~cipitent 
qu 'apr~s  addi t ion d 'une  quant i t6  suffisante d ' ions bivalents  (Mg ++, Ba++, Ca ++, Zn++). 

Bibliographie p. 423. 



422 H. G. HERS VOL. 8 (x952) 

DISCUSSION 

I. Les rCsultats dCcrits dans ce travail montrent qu’on peut extraire du foie un 
enzyme capable de phosphoryler le fructose et le sorbose et inactif vis-A-vis du glucose, 
du galactose et du mannose. L’appellation de c6tohexokinase proposCe par LEUTHARDT 
ET TESTA* parait done justifiCe, d’autant plus que ces auteurs ont Cgalement observC 
une phosphorylation du tagatose. SLEIN, CORI ET CORI~ ont dCcrit d6jA une fructokinase 
dans le muscle. La non-identitC des deux enzymes est cependant prouvCe par le fait que 
la fructokinase du muscle ne peut &tre saturCe en fructose1 tandis que cette saturation 
est t&s rapidement atteinte dans le cas de l’enzyme hCpatique, I1 a CtC Cgalement 
dCmontrC que l’enzyme CtudiC ne phosphoryle pas le fructose-6-phosphate en fructose- 
I-6-diphosphate. 

2. Le produit de la rkaction fructokinasique peut Ctre identifii: & celui qui a CtC 
dCcrit par TANKO ET ROBISON~~ comme &ant du fructose-I-phosphate. 11 s’hydrolyse en 
effet Q. la m&me vitesse dans HCI N & 100’ et il est fortement ICvogyre. Le pouvoir 
rotatoire spCcifique est plus petit d’environ 25’76 q ue celui de l’ester de TANKO ET 
ROBISON, ce qui peut cependant s’expliquer par la dilution plus grande des solutions 
que nous avons utiliskes et par la diffkrence de longueur d’onde employke. 

Les valeurs de fructose obtenues au rksorcinol (ROE et al.) et au cuivre (NELSON) 
sont sans signification car l’ester est rapidement hydrolysk dans les conditions de ces 
deux dosages, qui se font en milieu trk acide ou t&s alcalin. 

Le fructose-I-phosphate a Cti: extrait du foie de chien et de lapin par PANY~‘; 
KJERULF-JENSEN~ a trouvk une accumulation de cet ester dans le foie de lapin et de 
rat pendant la r6sorption alimentaire de fructose, tandis que OCHOA, CORI ET CORING ont 
signal6 la formation de fructose-I-phosphate au tours de la phosphorylation aCrobie du 
fructose par des homogCn&isats de foie. Ces diffCrents faits dbmontrent que l’enzyme 
CtudiC intervient effectivemcnt dans le m&abolisme du fructose. 

Le prod& de phosphorylation du sorbose est 6galement un ester relativement 
labile en milieu acide. On peut supposer, par analogie, qu’il s’agit du sorbose-r-phos- 

phate. 
3. Le r81e du magnCsium et du potassium fait l’objet de la publication suivante. 
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RESUME 

I. On a purifi6 g partir de foie de boeuf un enzyme qui catalyse la phosphorylation du fructose 
et du sorbose aux depends de l’ATP, mais qui est inactif vis-P-vis des aldohexoses et du fructose-6 
phosphate. 

2. Le produit de la r&action fructokinasique a 6th is016 et identifie B l’ester de TANKO ET ROBISON 
(fructose-I-phosphate). Le produit de phosphorylation du sorbose est probablement le sorbose-r- 
phosphate. 

3. L’enzyme est inactif en l’absence dc magnesium ou de mangan&se et est fortement active 
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pa r  l ' ac6 ta te  ou le ch lorure  de p o t a s s i u m  molaire .  E n t r e  5.5 e t  7.8, le PH est  s ans  inf luence sur  la  
v i tesse  de  la  r6act ion.  L 'aff ini t6  de l ' e n z y m e  pour  le f ructose  es t  tr~s grande,  la c o n s t a n t e  de MICHAELIS 
S tan t  c e r t a i n e m e n t  inf~rieure A 5" lO-4 M.  

S U M M A R Y  

I. An  enzyme ,  ca t a lyz ing  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  of f ructose  and  sorbose w i th  t he  aid of ATP,  and  
inac t ive  t owards  a ldohexoses ,  h a s  been purif ied f rom beef-liver.  

2. The  p roduc t  of t h e  f ruc tok inase  reac t ion  ha s  been isola ted a n d  ident i f ied  w i t h  t he  TANKO- 
ROBISON ester  ( f ruc tose- l -phospha te ) .  I t  is p robable  t h a t  so rbose - i - phospha t e  is fo rmed  when  
sorbose is p h o s p h o r y l a t e d  by  t h e  enzyme.  

3. The  e n z y m e  is  inac t ive  in t he  absence  of m a g n e s i u m  or m a n g a n e s e  and  is s t rong ly  ac t i va t ed  
by  mola r  p o t a s s i u m  ace ta te  or chloride.  Be tween  5-5 and  7.8, t h e  PH does no t  i n f u e n c e  t h e  ra te  of 
t h e  react ion.  The  aff ini ty  of  t h e  e n z y m e  for f ructose is ve ry  large, t he  MICHAELIS c o n s t a n t  be ing  
ce r t a in ly  lower t h a n  5" lO-4 M.  

ZUSAMMENFASSUNG 

I. E i n  Fe rmen t ,  welches  die P h o s p h o r y l i e r u n g  der F ruk tose  u n d  der Sorbose mi t t e l s  A T P  
ka ta lys ie r t ,  wurde  aus  R indef l ebe r  angere icher t ;  dieses F e r m e n t  is t  i nak t i v  gegen Aldohexosen  u n d  
F ruk tose -6 -phospha t .  

2. Das  P r o d u k t  der  F r u k t o k i n a s e - R e a k t i o n  wurde  isol ier t  u n d  als  TANKO-ROBISON-Ester 
(F ruk tose - I -phospha t )  identif izier t .  E s  i s t  wahrschein l ich ,  dass  So rbose - I -phospha t  gebi lde t  wird,  
w e n n  Sorbose du rch  das  E n z y m  phosphory l i e r t  wird.  

3- Das  E n z y m  is t  i n a k t i v  in  Abwesenhe i t  vo~ M a g n e s i u m  oder  M a n g a n  u n d  wird  s t a rk  du rch  
molares  K a l i u m a c e t a t  oder -chlorid ak t iv ie r t .  Zwischen  5.5 u n d  7.8 beeinf luss t  das  PH die Reak t ions -  
geschwind igke i t  n ich t .  Die  Affinitiit  des  E u z y m s  zu F ruk to se  is t  sehr  gross;  die K o n s t a n t e  v o m  
MICHAELIS i s t  gewiss  ger inger  als  5" lO-4 M.  
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